B.42 SENZIBILIZACE KUZE: ZKOUSKA S VYSETRENIM
LOKALNICH LYMFATICKYCH UZLIN

METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi’™.

UvoD

Zkouska s vySetfenim lokalnich lymfatickych uzlin (LLNA) byla
dostateCn¢ validovana a uzndna, coz opraviuje jeji piijeti jako nové
metody’™. Jedna se o druhou metodu zkouSeni na pokusnych zvifatech
zaméfenou na hodnoceni potencialu chemickych latek senzibilizovat kzi.
Prvni metoda (B.6) vyuzivd zkousek na morcatech, a to zvlasté

maximalizaéni zkousku na morcatech a Biihlertv test’.

LLNA poskytuje alternativni postup pro identifikaci chemickych latek
zpusobujicich senzibilizaci kiize a pro potvrzeni, Ze chemické latky
nemaji vyznamny potencial senzibilizovat kiizi. To vSak neznamena, Ze by
se metoda LLNA me¢éla ve vSech piipadech pouzivat namisto zkousek na
morcatech; znamena to spiSe, Ze tato metoda ma stejnou hodnotu a Ze ji
lze pouzit jako alternativni metodu, jejiz pozitivni ani negativni vysledky
jiz nevyzaduji zadné dalsi potvrzovani.

LLNA poskytuje urc¢ité¢ vyhody, pokud jde o védecky pokrok a dobré
zivotni podminky pokusnych zvifat. Metoda zkoumd indukéni fazi
senzibilizace klize a poskytuje kvantitativni udaje, které jsou vhodné pro
hodnoceni vztahu davky a odezvy. Podrobné udaje o validaci metody
LLNA a piehled praci spojenych s touto metodou byly publikovany™.
Kromé toho je tfeba poznamenat, Ze mirn€ nebo stiedné¢ silné
senzibilizujici latky, které se doporucuji jako vhodné pozitivni kontrolni

latky u zkougek na moréatech, jsou vhodné také pro metodu LLNA™.

LLNA je metodou in vivo a jako takova neeliminuje pouzivani pokusnych
zvitat pfi hodnoceni senzibilizujici aktivity pusobici kontaktem. Tato
metoda v§ak umoziuje snizit pocet pokusnych zvifat, ktera jsou k tomuto
ucelu nezbytna. Krom¢ toho LLNA nabizi podstatné zjemnéni zpisobu,
jakym se pokusna zvifata pouzivaji ke zkouSeni kontaktni senzibilizace.
Metoda LLNA je =zalozena na posouzeni imunologickych jevi
navozenych chemickymi latkami béhem indukéni faze senzibilizace. Na
rozdil od zkouSek na morcatech metoda LLNA nevyzaduje vyvolavani
kozni precitlivélosti navozené provokacni reakci. Kromé toho metoda
LLNA nevyzaduje ani pouzivani adjuvantu, jak je tomu v ptipadé
maximaliza¢ni zkousky na morcatech. Diky tomu metoda LLNA snizuje
utrpeni pokusnych zvitat. Ale i pfes vyhody, které mé metoda LLNA ve
srovnani s tradi¢énimi maximalizaénimi zkouskami na morcatech, je tieba
si uvédomit, Ze zde existuji ur€itd omezeni, kterd si mohou vyzadat pouziti
tradi¢nich zkousek na morcatech (napf. falesn¢ negativni vysledky pfi
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pouziti LLNA s ur¢itymi kovy, fale$né pozitivni vysledky u urcitych latek
zpisobujicich podrazdéni kize)'™.

PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Zakladni princip metody LLNA spoc¢iva v tom, Ze senzibilizatory navozuji
primarni proliferaci lymfocytt v lymfatickych uzlinach drenujicich misto
aplikace chemické latky. Toto zmnoZeni je umérné aplikované dédvce
(a potencialu alergenu) a poskytuje jednoduchy prostiedek pro ziskani
objektivniho, kvantitativniho méfeni senzibilizace. LLNA hodnoti tuto
proliferaci jako vztah davka-odezva a za timto ucelem se porovnava
proliferace ve zkuSebnich skupindch s proliferaci u skupin, kterym se
podava vehikulum. Pomér proliferace u exponovanych skupin a u skupin
s vehikulem, nazvany index stimulace, musi byt alespoil 3, nez lze
zkousenou latku déle hodnotit jako mozny senzibilizator kiize. Metody,
které jsou zde popsané, jsou zalozené na pouzivani radioaktivniho znaceni
pro méfeni proliferace bunék. Pro hodnoceni této proliferace je vSak
mozné pouzit i dalsi koncova vyhodnoceni, a to za ptredpokladu, ze jsou
zdiivodnéna a existuji pro né vhodné védecké dikazy, vcetné uplnych
citaci a popisu metodiky.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Piipravy
Podminky chovu a krmeni

Pokusnd zvitata se chovaji oddélené. Teplota ve zkuSebni mistnosti pro
pokusna zvifata by méla byt (22 £ 3) °C. Ackoliv by relativni vlhkost
méla byt alesponi 30 % a neméla by s vyjimkou ¢isténi mistnosti prekrocit
70 %, je cilem hodnota 50 — 60 %. Osvétleni by mélo byt umélé, mélo by
se stfidat 12 h svétla a 12 h tmy, neni-li v chovné mistnosti denni svétlo.
Ke krmeni lze pouzit obvyklé krmivo uréené pro pokusna zvifata od
registrovaného vyrobce sneomezenou doddvkou pitné vody. Pokusna
zvitata mohou byt chovana v klecich ve skupinach podle davky v souladu
s piislugnym pravnim piedpisem'?, pokud neni stanoveno projektem
pokusti jinak, ale po€et pokusnych zvifat v kleci nesmi branit nerusenému
pozorovani kazdého pokusného zvitete.

Priprava pokusnych zvirat

Pokusna zvitata jsou vybrana s ohledem na druh, pohlavi a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznalena tak, aby
byla mozna identifikace jednotlivych pokusnych zvifat. Dobu navykani
stanovi § 10 zvlastniho pravniho predpisu'”. Pied zacatkem aplikace latky
se vSechna pokusna zvifata vySetii, aby se ovéfilo, Ze nemaji zadné
pozorovatelné kozni 1éze.
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ZkuSebni podminky
Pokusna zvirata

Druhem zvolenym pro tuto zkousku je mys. Pouzivaji se mladé dospélé
samice mySi z kmene CBA/Ca nebo CBA/J, které musi byt nullipary a
nesmé&ji byt biezi. Na zacatku podavani davek by pokusnd zvirata méla
byt ptiblizné 8 az 12 tydnu stara a odchylky v hmotnosti pokusnych zvirat
by mély byt pouze minimdlni a nemély by piekrocit 20 % pramérné
hmotnosti. Ostatni kmeny a samci by se m¢li pouzivat pouze tehdy, je-li
k dispozici dostatek udaji, které by dokazovaly, ze vrdmci reakci
v metodé LLNA skutecné neexistuji zadné specifické odliSnosti mezi
kmeny nebo pohlavimi.

Kontrola spolehlivosti

Pozitivni kontroly se pouzivaji k prokdzédni odpovidajici ucinnosti
zkousky a odborné zpiisobilosti laboratofe uspésné provést zkousky.
Pozitivni kontrola by méla vyvolat pozitivni reakci v LLNA pfi Grovni
expozice, u které¢ se ocekava zvysSeni indexu stimulace (SI) >3 ve
srovnani s negativni kontrolni skupinou. Je tfeba zvolit takovou pozitivni
kontrolni davku, aby reakce byla zfetelna, nikoliv vSak ptehnana.
K preferovanym latkdm patfi 2-benzylidenoktanal (CAS 101-86-0,
EINECS 202-983-3) a 2-sulfanylbenzothiazol (CAS 149-30-4,
EINECS 205-736-8). Mohou existovat urcit¢ okolnosti, za niz lze pfi
fadném zdlvodnéni pouzit jiné kontrolni latky, které spliuji vySe uvedena
kritéria. 1 kdyz se pro kazdou zkousku obvykle vyzaduje pozitivni
kontrolni skupina, mohou se rovnéz vyskytnout situace, kdy maji zkusebni
laboratofe k dispozici piedchozi udaje o pozitivni kontrole prokazujici
homogenitu dostatecné reakce béhem Sesti mésicti nebo delsiho casového
obdobi. V takovém piipadé¢ mize byt vhodnéjSi méné cetné testovani
s pozitivnimi kontrolami v intervalech, které by nemély byt del$i nez
6 mésicl. Ackoliv by se pozitivni kontrolni latky mély testovat ve
vehikulu, o kterém je znamo, Zze vyvolava trvale stejnou reakci
(napf. aceton, olivovy olej), mohou nastat urcité situace, kdy je z divoda
pozadovanych v pravnich ptedpisech nezbytné provést zkousku
s pouzitim nestandardniho vehikula (klinicky/chemicky relevantni
receptura pripravku). V takovém piipadé¢ je tfeba testovat moznou
interakci pozitivni kontroly s timto nestandardnim vehikulem.

Pocet pokusnych zvirat, urovné davek a vyber vehikula

Na kazdou davkovou skupinu se pouziji alesponl Ctyfi pokusna zvifata,
pfiCemz se pouziji minimalné tfi koncentrace zkousené latky, dale se
pouzije negativni kontrolni skupina, které se podava pouze vehikulum
zkousené latky, a v pfipadé potieby pozitivni kontrola. Jestlize se
shromazd’uji udaje o jednotlivych pokusnych zvitatech, pouZzije se na
kazdou davkovou skupinu minimalné pét pokusnych zvifat. S vyjimkou
aplikace zkousSené latky se s pokusnymi zvitaty v kontrolni skupiné
zachazi naprosto stejnym zpusobem jako s pokusnymi zvifaty
v experimentalni skupiné.
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Volba davkovani a vehikula by méla byt zalozena na doporucenich
uvedenych v literatuie™. Davky se vybiraji zfady koncentraci 100 %,
50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 % atd. Pfi vybéru tii po sobé
kozni drazdivosti, jsou-li kdispozici, aby nejvyssi koncentrace
maximalizovala expozici, ale aby soucasné nevyvolala systémovou
toxicitu a nadmérné podrazdéni kize'™.

Vehikulum by mélo byt vybrano tak, aby se maximalizovaly zkuSebni
koncentrace a rozpustnost k pfipravé roztoku/suspenze vhodné pro
aplikaci zkousené latky. Uptednostiiuji se vehikula v nasledujicim potadi:
aceton/olivovy olej (4:1 obj.), N,N-dimethylformamid, ethylmethylketon,
propan-1,2-diol a dimethylsulfoxid’®, avsak mohou byt pouZita i jina
vehikula, jsou-li predlozeny dostatecné veédecké divody. V uréitych
pfipadech miize byt nezbytné pouzit jako dopliujici kontrolu klinicky
relevantni rozpoustédlo nebo komeréni recepturu ptipravku, v némz je
zkouSend latka uvadéna na trh. Zvlastni pozornost je tfeba vénovat
zajiSténi toho, aby byly hydrofilni materidly zapracovany do takového
vehikula, které zvlh¢i kizi a nesteCe ihned z pokozky. Z tohoto divodu
neni vhodné pouzivat jako vehikulum pouze vodu.

ZKkuSebni postup

Harmonogram zkousky
Harmonogram zkousky je nésledujici:
. Den 1:

Kazdé pokusné zvife se individudlné zvazi a zaznamend se jeho
hmotnost. Provede se oteviend aplikace 25 ul piislusSného tedéni
zkousené latky, samotného vehikula nebo pozitivni kontrolni latky
(podle vhodnosti) na dorsalni ¢ast obou usi.

. Den2a 3:

Zopakuje se postup aplikace provedeny v den 1.

. Dendab:
Z4dna aplikace.
. Den 6:

Zaznamend se hmotnost kazdého pokusného zvifete. Pfes ocasni
zilu se vSem pokusnym i kontrolnim mySim vpichne 250 ul
fyziologického roztoku ve fosfatovém pufru (PBS), obsahujiciho
20 uCi (7,4-10° Bq) [*H]thymidinu (tritiovaném na methylu), nebo
lze v§em myS$im ptes ocasni Zilu vpichnout 250 pl PBS obsahujiciho
2uCi (7,410° Bq) ['*I]joddeoxyuridinu ~ a 10° M
fluordeoxyuridinu.
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O pét hodin pozdéji se mysi usmrti. Drenujici aurikularni lymfatické
uzliny z obou us$i se vyjmou a shromézdi se v PBS spole¢né pro
celou zkuSebni skupinu (metoda sdruzeni exponované skupiny),
nebo se od kazdého pokusného zvitete vyjme par lymfatickych uzlin
a ulozi se do PBS individualné pro kazdé pokusné zvife (metoda

individuélniho piistupu k pokusnym zvitatiim)’®.

Priprava bunécné suspenze

Jedna spolecna bunécnd suspenze s bunikami lymfatickych uzlin (LNC)
bud’ od celé exponované skupiny, nebo bilaterdlné¢ od jednotlivych
pokusnych zvitat se ptipravi pomoci jemné mechanické deagregace pres
200 pm sitka zkorozivzdorné oceli. Lymfatické bunky se dvakrat
proplachnou v dostatecném mnozstvi PBS a nechaji se vysrazet v roztoku
s 5 % trichloroctovou kyselinou (TCA) pti 4 °C po dobu 18 h’™. Sediment
se bud resuspenduje v1ml TCA a pfemisti do scintilacnich kyvet
obsahujicich 10 ml kapalného scintilatoru pro méfeni aktivity *H, nebo se
prenese piimo do zkumavek pro méfeni aktivity '*I.

Stanoveni bunécné proliferace (inkorporované radioaktivity)

Inkorporace [*H]thymidinu se m&fi B-scintilaéni metodou a vyjadii se
v rozpadech za minutu (dpm). Inkorporace ['*I]joddeoxyuridinu se m&fi
prostiednictvim aktivity '*’I a rovnéz se vyjadii v dpm. V zavislosti na
pouzitém piistupu se inkorporace vyjadii v dpm na zkuSebni skupinu
(metoda sdruzeni) nebo v dpm na pokusné zvife (individudlni piistup).

Pozorovani
Klinicka pozorovani

Pokusna zvifata je tfeba jednou denné peclivé vysetiit na jakékoli klinické
pfiznaky, at’ jiz ve formé lokalniho podrazdéni v misté aplikace, nebo ve
form¢ systémové toxicity. VSechna sledovani se systematicky
zaznamenavaji, pfiCemz zaznamy se vedou zvlast pro kazdé pokusné
zvite.

Téelesna hmotnost

Jak je uvedeno v odstavci 1.3.3.1, télesnou hmotnost u jednotlivych
pokusnych zvifat je tfeba zaznamenat na zacatku zkousky a v den
planovaného usmrceni pokusnych zvirat.

Vypocet vysledki

Vysledky se vyjadii jako index stimulace (SI). Pfi metod¢ sdruzeni
exponované skupiny se SI stanovi jako podil sdruZené inkorporované
aktivity u jednotlivych experimentalnich skupin a sdruzené radioaktivity
kontrolni skupiny s vehikulem; ziskd se tak primérma hodnota SI. Pfi
individudlnim pfistupu se SI stanovi jako podil primérné hodnoty dpm na
pokusné zvite jak u kazdé exponované skupiny, tak u pozitivni kontrolni



skupiny, a primérné hodnoty dpm na pokusné zvife u kontrolni skupiny
s rozpoustédlem/vehikulem. Primérnd hodnota SI pro kontrolni skupiny
s vehikulem je proto 1.

Pouziti individudlniho ptistupu pii vypoctu SI umozni provést statistickou
analyzu dat. Pfi vybéru vhodné metody pro statistickou analyzu si musi
byt experimentator védom moznych nestejnych odchylek a jinych
souvisejicich problémi, které si mohou vyzadat transformaci dat nebo
neparametrickou statistickou analyzu. Spravny pfistup k analyze dat
spo¢ivd ve vyhodnoceni veskerych individualnich dat exponovanych
pokusnych zvifat a kontrol s vehikulem a prolozeni regresni kiivky
zavislosti odezvy na davce pfi zohlednéni intervald spolehlivosti’”. V
kazdém ptipadé¢ si vSak experimentator musi uvédomovat mozné
,»odlehlé*“ reakce u jednotlivych pokusnych zvifat v ramci skupiny, které
mohou vyzadovat pouziti jiného hodnoceni odezvy (napt. pouziti medianu
namisto priméru) nebo vytazeni téchto odlehlych hodnot.

Do rozhodovani, zda jde o pozitivni odezvu, se zahrnuje index stimulace
>3 a zohlediiuje se zavislost odezvy na ddvce a poptipad¢ statisticka

vyznamnost'®.

Je-li nezbytné objasnit ziskané vysledky, je tfeba vénovat pozornost
riznym vlastnostem zkousené latky, vcetné toho, zda se jeji struktura
podoba struktufe znamych senzibilizatort kize, zda zpiisobuje nadmérné

podrazdéni kize a také povaze zjisténé zavislosti odezvy na davee’?.

2 DATA

Data se shrnou do tabulky, pficemz pro kazdou davkovou skupinu se
uvedou primérné a individudlni hodnoty dpm a indexy stimulace (vetné
kontrolni skupiny s vehikulem).

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA
ZPRAVA

V souladu s p¥islugnymi pravnimi predpisy’'” musi byt zpracovan projekt

pokusu a o pribéhu pokusu je nutno vést protokol.
3.1 Zprava o prub¢hu pokusu obsahuje tyto informace:
ZkouSena latka:

— identifikacni 0daje (napft. ¢islo CAS, je-li k dispozici; zdroj, Cistota,
znamé necistoty; Cislo Sarze),
—  skupenstvi a fyzikalné-chemické vlastnosti (napt. tékavost, stalost,

rozpustnost),

— jedna-li se o smeés, slozeni a pomérné procentudlni zastoupeni
slozek.



Vehikulum:

— identifikacni udaje (Cistota; popiipadé koncentrace; pouzity objem),

—  zdivodnéni vybéru vehikula.

Pokusna zvifata:

—  pouzity druh mysi,

—  mikrobiologicky stav pokusnych zvitat, je-li znam,

—  ptivod, podminky chovu, krmivo atd.,

—  pocet, staii a pohlavi pokusnych zvifat.

ZkuSebni podminky:

—  podrobnosti o ptiprave a aplikaci zkouSené latky,

— zdivodnéni vybéru davek, vcetné¢ vysledkli z orientacni studie,
pokud byla provedena; pouzité koncentrace vehikula a zkouSené

latky a celkové aplikované mnozstvi latky,

—  podrobnosti o jakosti vody a krmiva (v¢etné¢ druhu/zdroje krmiva,
zdroje vody).

Kontrola spolehlivosti:

—  souhrn vysledkil z posledni kontroly spolehlivosti, véetné informaci
o pouzité latce, koncentraci a vehikulu,

vvvvvv

kontrolnich skupin pro danou laboratof.
Vysledky:

— individudlni hmotnosti pokusnych zvifat na pocatku aplikace a
v dobé planovaného usmrcent,

— tabulka pramérnych (sdruzend metoda) a individualnich
(individudlni pfistup) hodnot dpm a rovnéz rozpéti hodnot u obou
piistupt a indexy stimulace pro jednotlivé davkové skupiny (véetné
kontrolni skupiny s vehikulem),

—  pfipadna statisticka analyza,
— u kazdého pokusného zvifete Casovy prabch ndstupu ptiznaki

toxicity, véetn¢ kozniho podrazdéni v misté aplikace, pokud k nému
dojde.



Diskuse a interpretace vysledkd.

— struény komentaf k vysledkiim, k analyze zavislosti odezvy na davce a
k pfipadnym statistickym analyzdm a dale a zavér, zda Ize zkuSebni
latku povazovat za senzibilizator klize.

Zavery.
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B.43 ZKOUSKA NEUROTOXICITY NA HLODAVCiICH

METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi’™®.

Tato zkuSebni metoda byla navrZzena za ucelem ziskani informaci, které
jsou nezbytné ke schvaleni nebo k dalsi charakterizaci potencidlni
neurotoxicity chemickych latek u dospélych pokusnych zvirat. Tuto
metodu lze bud’ kombinovat s jiz existujicimi zkuSebnimi metodami pro
studium toxicity po opakovanych davkach, nebo ji lze provést jako
samostatnou zkousku. Pro usnadnéni planovani studii zalozenych na této
zkuSebni metod¢ se doporucuje prostudovat Doporuceni OECD o
strategiich a metodach zkouSeni neurotoxicity (OECD Guidance
Document on Neurotoxicity Testing Strategies and Methods)™. To je
zvlaste dilezité tehdy, je-li tfeba zvazit zménu sledovani a zkuSebnich
postupt, jak jsou doporuCeny pro rutinni pouzivani této metody.
Doporuceni byla ptfipravena pro usnadnéni vybéru zkusebnich postupii pro
specifické podminky pouziti. Posouzeni vyvojové neurotoxicity neni
pfedmétem této metody.

UvoD

Pii posuzovéni a vyhodnocovani toxickych vlastnosti chemickych latek je
velmi dalezité zvazit potencidl neurotoxickych ucinkt. Jiz metoda
zkousSeni systémové toxicity po opakované dévce obsahuje sledovani,
ktera maji odkryt potencialni neurotoxicitu. Predlozenou zkusebni metodu
lze pouzivat pfi planovani studie za ucelem ziskani dalSich informaci o
neurotoxickych ucincich zjisténych pii studii systémové toxicity po
opakovanych davkach, nebo pro jejich potvrzeni. Z tvah o potencidlni
neurotoxicité urcitych druhii chemickych latek vSak muze vyplynout, Ze
by mohla byt vhodnéji posouzena pomoci této metody, pokud neexistuji
udaje o potencidlni neurotoxicit¢ ze studii systémové toxicity po
opakovanych davkach. Tyto uvahy zahrnuji naptiklad

. pozorovani neurologickych pfiznak nebo neuropatologickych 1ézi
vjinych studiich toxicity neZz studiich systémové toxicity po
opakovanych davkach, nebo

. strukturni podobnost nebo jiné informace, které posuzovanou latku
vazi se zndmymi neurotoxickymi latkami.

Krom¢ toho mohou existovat i dalsi ptipady, kdy je pouziti této metody
vhodné; dalsi podrobnosti jsou uvedeny v literatuie’®.

Tato metoda byla navrzena tak, aby ji bylo mozné ptizplsobit zvlaStnim
potfebam pfi potvrzovani specifické histopatologické a behavioralni
neurotoxicity chemickych latek a pfi charakterizaci a kvantifikaci
neurotoxickych ucinkd.



Difive se za neurotoxicitu povazovaly neuropatie zahrnujici
neuropatologické 1éze nebo neurologické dysfunkce, jako napt. zachvaty,
ochrnuti nebo tifes. I kdyz jsou neuropatie vyznamnym projevem
neurotoxicity, dnes je jiz jasné, ze existuji mnohé dalsi pfiznaky toxicity
pro nervovy systém (napf. ztrata motorické koordinace, senzorické
vypadky, poruchy uceni a paméti), které se nemusi projevovat ani
neuropatii, ani v jinych typech zkousek.

Tato metoda zkouSeni neurotoxicity je navrzena tak, aby odhalovala
zavazné neurobehaviordlni a neuropatologické ucinky na dospélé
hlodavce. Zatimco behavioralni G¢inky 1 pfi nepfitomnosti
morfologickych zmén mohou odraZet nepfiznivy vliv na organismus,
neznamend to, ze vSechny behaviordlni zmény jsou specifické pro
nervovy systém. Z tohoto diivodu by se mély jakékoliv zjisténé zmény
vyhodnotit v korelaci s histopatologickymi, hematologickymi nebo
biochemickymi vysledky. ZkouSeni pozadované v této metod€ za ucelem
charakterizace a kvantifikace neurotoxickych odpovédi zahrnuje
specifické histopatologické a behaviordlni postupy, které lze navic
podpofit elektrofyziologickym nebo biochemickym vysetienim’®.

Neurotoxické latky mohou ptlisobit na mnozstvi cilovych struktur v rdmci
nervového systému a prostiednictvim rtiznych mechanismti. Protoze
neexistuje jedina sada zkousek pro posouzeni neurotoxického potencialu u
vSech latek, muze byt nezbytné vyuzit dalSich zkousek in vivo nebo
in vitro, které jsou specifické pro typ pozorované nebo ocekavané
neurotoxicity.

Tuto zkusSebni metodu lze pouzit také spole¢né s doporu¢enimi OECD o
strategiich a metodach testovani neurotoxicity (OECD Guidance
Document on Neurotoxicity Testing Strategies and Methods)’® pfi
planovani zkousek urcenych k dalsi charakterizaci nebo zvyseni citlivosti
kvantifikace vztahu davka-odezva scilem Iépe odhadnout troven
nevyvolavajici pozorovatelné neptiznivé ucinky, anebo potvrdit zndma
nebo ocekdvanad rizika chemickych latek. Lze naptiklad navrhnout
zkousky, které by identifikovaly a zhodnotily neurotoxicky mechanismus
(neurotoxické mechanismy) nebo doplnily udaje, které jiz byly ziskény
zakladnimi neurobehavioralnimi a neuropatologickymi vySetfovacimi
postupy. Takové studie nemusi replikovat tdaje pouZzitim standardnich
postupt doporucenych v této metodé, jsou-li takové tidaje jiz k dispozici a
nepovazuji se za nezbytné k interpretaci vysledku z této studie.

Pouziva-li se tato zkouska neurotoxicity samotnd nebo v kombinaci,
poskytuje informace, které mohou

— urcit, zda zkousené chemické latky ovliviiuji nervovy systém trvale,
nebo vratné,

— ptispét k charakterizaci zmén nervového systému spojenych
s expozici chemické latce a prispét k pochopeni mechanismil
ucinku,
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—  stanovit vztahy mezi davkou a odezvou a ¢asem a odezvou s cilem
odhadnout uroven nevyvolavajici pozorovatelné neptiznivé ucinky
(NOAEL) (kterou lze pouzit pro vytvoreni bezpecnostnich kritérii
pro chemickou latku).

Tato zkuSebni metoda pouzivad oralni aplikaci zkuSebni latky. Jiné typy
aplikace (napf. kozni nebo inhala¢ni) mohou byt vhodnéj$i a mohou si
také vyzadat modifikaci doporucovanych postupii. Vybér zplsobu
aplikace zavisi na zpisobu expozice c¢lovéka a na dostupnych
toxikologickych nebo kinetickych informacich.

DEFINICE

Nepriznivy ucinek: je jakdkoliv zména spojend s aplikaci, kterd snizuje
schopnost organismu piezit, rozmnozovat se nebo se piizpusobit prostiedi.

Neurotoxicita: je nepfizniva zména struktury nebo funkce nervového
systému, kterd je vysledkem expozice chemickému, biologickému nebo
fyzikdlnimu Ciniteli.

Neurotoxické agens: je jakykoliv chemicky, biologicky nebo fyzikalni
Cinitel, ktery ma neurotoxicky potencial.

PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Zkousena chemicka latka se podava oralné v riznych davkach nékolika
skupindm pokusnych hlodavcii. Obvykle se vyzaduje podavani
opakovanych davek a davkovaci rezim mize byt bud’ 28 denni, nebo
subchronicky (90 dnil), nebo chronicky (1rok nebo déle). Postupy
stanovené v této zkuSebni metod¢ lze pouzit 1 pii studii akutni
neurotoxicity. Pokusna zvifata jsou testovdna za ucCelem zjiSténi nebo
charakterizace behavioralnich nebo neurologickych odchylek. Béhem
kazdého pozorovaciho obdobi se hodnoti fada znakt chovani, které by
mohly byt ovlivnény neurotoxickymi latkami. Na konci zkousky se u
podskupiny pokusnych zvitat obou pohlavi zkazdé skupiny provede
perfuze in situ a ptipravi se a vySetii fezy mozku, michy a perifernich
nervu.

Pokud se zkouska provadi jako samostatnd zkouska pro vySetieni
neurotoxicity nebo charakterizaci neurotoxickych ucinkl, lze pokusna
zvitata z kazdé skupiny, kterd nebyla pouzitd k perfuzi a k naslednému
histopatologickému vySetfeni (viz tabulka 12), pouzit ke specifickym
neurobehaviordlnim,  neuropatologickym,  neurochemickym  nebo
elektrofyziologickym vySetfenim, kterd mohou doplnit tidaje ziskané ze
standardnich vysetieni vyzadovanych v této metodd™. Tyto doplitujici
postupy mohou byt zvlasté uzite¢né tehdy, jestlize empiricka pozorovani
nebo ptredpokladané ucinky naznacuji specificky typ nebo cilovou
strukturu neurotoxicity chemické latky. Zbyvajici pokusna zvifata lze
ptipadné pouzit k né€kterym jinym hodnocenim, jako jsou napt. hodnoceni
pozadovana ve zkuSebnich metodach u studii toxicity po opakovanych
davkach na hlodavcich.
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Pokud se postupy této zkuSebni metody kombinuji s postupy z jinych
zkusSebnich metod, je nezbytny dostateCny pocet pokusnych zvitat, aby
byly splnény pozadavky pro pozorovani v obou studiich.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Vybér zZivociSnych druhii

Uptednostiiovanym druhem hlodavce je potkan, 1 kdyz lze po
odpovidajicim zdivodnéni pouzit i jiné druhy hlodavci. Pouzity by mély
byt bézné¢ pouzivané laboratorni kmeny mladych zdravych dospélych
pokusnych zvifat. Samice musi byt nullipary a nesmé&ji byt biezi.
Podavani latky by mélo zacit co nejdiive po odstaveni, nejlépe kdyz
pokusna zvifata dosdhnou stafi Sesti tydnil a v kazdém piipadé diive, nez
dosahnou stafi deviti tydn. Pokud se vSak tato zkouSka kombinuje
s dalsimi zkouskami, je mozné, Ze pozadavky tykajici se stari pokusnych
zvitat budou vyzadovat ur¢it¢ zmény. Na zacatku studie by mél byt u
pouzivanych pokusnych zvifat jen minimalni rozptyl hmotnosti a nemél
by piekrocit 20 % primérné hmotnosti u jednotlivych pohlavi. Pokud se
pted dlouhodobou studii provadi orienta¢ni kratkodoba studie toxicity po
opakovanych davkéch, je tfeba u obou studii pouzit pokusna zvirata ze
stejnych kmenti a stejné¢ho zdroje.

Podminky chovu a krmeni

Teplota ve zkuSebni mistnosti pro pokusnd zvifata by méla byt
(22 + 3) °C. Relativni vlhkost by méla byt alespon 30 %, nemé¢la by vsak
prekrocit 70 % béhem CciSténi mistnosti a cilem je hodnota 50 — 60 %.
Osvétleni by mélo byt umélé, mélo by se stiidat 12 h svétla a 12 h tmy,
neni-li v chovné mistnosti denni svétlo. Nahlé hlasité zvuky je tfeba
omezit na minimum. Ke krmeni by se mélo pouzivat obvyklé krmivo
uréené pro pokusna zvifata od registrovaného vyrobce sneomezenym
pfisunem pitné vody. Na vybér krmiva mize mit vliv nutnost zajistit
vhodnou pfisadu pro zkousenou latku, je-li latka podavana touto metodou.
Pokusnd zvifata lze chovat jednotlivé, anebo je lze umistit v klecich
v malych skupinkach tvofenych pokusnymi zvifaty stejného pohlavi
v souladu s piislusnym pravnim predpisem'®”, pokud neni stanoveno
projektem pokust jinak.

Piiprava pokusnych zvirat

Pokusna zvitata jsou vybrana s ohledem na druh, pohlavi a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznalena tak, aby
byla mozna identifikace jednotlivych pokusnych zvifat. Dobu navykani
stanovi § 10 zvlatniho pravniho piedpisu'®. Pokusna zvifata by méla byt
nahodné rozdélena do kontrolnich a experimentalnich skupin. Klece by
mély byt usporadany tak, aby byl vliv umisténi kleci minimalizovan.
Jednotliva pokusna zvirata se jednozna¢né identifikuji a umisti se do kleci
nejméneé pét dni pred zacatkem studie, aby si mohla zvyknout na
laboratorni podminky.
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Zpisob aplikace a priprava davek

V této zkuSebni metod¢ se jednd konkrétné¢ o oralni zplusob aplikace
zkousené latky. Ordlni aplikaci 1ze provadét prostfednictvim Zzaludecni
sondy, krmiva, pitné vody nebo tobolek. Pouzit Ize i1 jiné zptisoby aplikace
(napt. kozni nebo inhala¢ni), které si mohou vyzddat modifikaci
doporucenych postupti. Vybér zplisobu aplikace zavisi na typu expozice
¢loveéka a na dostupnych toxikologickych nebo kinetickych informacich.
Je tfeba uvést diivody pro vybér zplsobu aplikace a odpovidajici
modifikace postupli v ramci této zkuSebni metody.

Zkousena latka se podle potieby rozpusti nebo suspenduje ve vhodném
vehikulu. Je-li to mozné, doporuCuje se zvazit pouziti vodného
roztoku/suspense, potom pouziti roztoku/emulze v oleji
(napf. v kukufi¢ném oleji) a nakonec roztoku/suspenze v jiném vehikulu.
Je tfeba znat toxikologické charakteristiky vehikula. Kromé toho je tieba
vénovat pozornost nasledujicim typickym znakiim vehikula: u¢inku na
absorpci, distribuci, metabolismus nebo retenci zkousené latky a dale
ucinku na chemické vlastnosti zkouSené latky, které mohou pozménit jeji
toxické charakteristiky, a ¢inku na spotfebu krmiva nebo vody anebo
nutriéni stav pokusnych zviftat.

POSTUPY
Pocet a pohlavi pokusnych zvirat

Pokud se studie provadi jako samostatna studie, je tieba pouzit v kazdé
davkové a kontrolni skupin€ alespont 20 pokusnych zvifat (10 samic a 10
samctll) pro vyhodnoceni podrobnych klinickych a funk¢nich pozorovani.
Alespont u péti samcl a péeti samic vybranych z téchto deseti samcl a
samic je tfeba na konci zkousky provést perfuzi in situ a pouzit je
k podrobnému neurohistopatologickému vysetieni. V ptipad¢, kdy jsou
v dané davkové skupiné pozorovany piiznaky neurotoxickych uc€inkt
pouze u omezené¢ho poctu pokusnych zvitat, je tfeba zvazit pfifazeni
téchto pokusnych zvifat k pokusnym zvifatim vybranym pro perfuzi.
Pokud se studie provadi v kombinaci se studii toxicity po opakovanych
davkach, je tfeba pouzit odpovidajici pocet pokusnych zvitrat, aby bylo
mozné splnit cile obou studii. Minimélni pocet pokusnych zvifat na
skupinu u nejriznéjsich kombinaci studii je uveden v tabulce 12. Pokud se
planuje utraceni ve vlozenych intervalech nebo vytvofeni repara¢ni
skupiny ke sledovani vratnych ucinki, perzistence nebo zpozdéného
vyskytu toxickych ucinkii po skonceni aplikace, nebo se zvazuji
dodatecna sledovani, je tfeba zvysit pocet pokusnych zvitat, aby se zajistil
dostate¢ny pocet pokusnych zvifat pozadovanych ke sledovani a
k histopatologickému vyseteni.

Experimentalni a kontrolni skupina
Obecné by mély byt pouzity nejméné tii experimentalni a jedna kontrolni

skupina; pokud se vSak podle jinych udajii neocekavaji zadné Gcinky po
opakovanych davkach 1000 mg/kg télesné hmotnosti na den, miize byt
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provedena limitni zkouSka. Nejsou-li k dispozici zZadné vhodné udaje,
muze byt provedena predbéznd studie pro stanoveni rozpéti davek, které
maji byt pouzity. S vyjimkou aplikace zkousené latky je tieba s
pokusnymi zvifaty v kontrolni skupiné zachazet naprosto stejnym
zplisobem, jako s pokusnymi zvifaty v experimentalni skupiné. Pokud se
pii podavani zkouSené latky pouziva vehikulum, podava se kontrolni
skupin¢ v nejvy$sim pouzitém objemu.

Kontrola spolehlivosti

Laboratot provadéjici zkousku by méla predlozit udaje prokazujici jeji
zpusobilost pro uskute¢néni zkouSky a citlivost pouzivanych postupti.
Takové tdaje by mély poskytnout diikaz o schopnosti odhalit a poptipadé
kvantifikovat zmény v riiznych ukazatelich doporucenych ke sledovani,
jako jsou napf. vegetativni pfiznaky, reaktivita na smyslové podnéty, sila
uchopu a motoricka aktivita. Informace o chemickych latkach, které
zpusobuji razné typy neurotoxickych reakci a které jsou vhodné jako
pozitivni kontrolni latky, lze nalézt v literatute™. Historické udaje lze
pouzit tehdy, pokud zistanou stejné¢ zékladni aspekty experimentalnich
postupt. Doporucuje se pravidelnd aktualizace historickych tdaja. Nové
kontrolni tidaje by mély byt doplnény tehdy, pokud provadéjici laboratof
v prub¢hu zkousky zméni néktery zakladni prvek provadéni zkousky nebo
postupu.

Vybér davky

Urovné davek je tfeba vybrat s ohledem na piedchozi zjisténou toxicitu a
kinetické tidaje dostupné pro zkouSenou slou¢eninu nebo podobné latky.
Nejvyssi uroven davky se zvoli tak, aby vyvolala neurotoxické nebo jasné
systémové toxické tcinky, aby bylo mozné prokézat zavislost odpovédi na
davkach a uroven davky bez pozorovatelného neptiznivého ucinku
(NOAEL), zvoli se sestupné posloupnost trovni davek. V zasad¢ je tieba
stanovit irovné davek tak, aby bylo mozné odlisit primérni toxické u€inky
na nervovy systém od systémové toxicity. Obvykle jsou optimalni dva az
tfi intervaly a Casto je vhodnéjsi pfidani C¢tvrté zkuSebni skupiny nez
pouzivani velkych intervald mezi jednotlivymi davkami (napft. liSicich se
faktorem 10). Rovnéz je tfeba vzit v uvahu i odhad urovné expozice u
¢loveka, je-li k dispozici.

Limitni zkouska

Pokud zkouska provedena podle postupti popsanych v této studii pii jedné
davce nejméné 1000 mg/kg télesné hmotnosti na den nevyvolad
pozorovatelné neurotoxické ucinky a pokud se na zakladé udaji o latkach
s podobnou strukturou nepiedpokladd toxicita, neni nezbytné provadét
kompletni studii za pouziti tfi Grovni davek. V néckterych piipadech
pfedpokladana expozice u ¢loveéka si vyzadéa pouziti vyssi ordlni davky
v limitni zkouSce. U dalsich zpisobli podavani latky, jako je inhalacni
nebo kozni aplikace, mlize byt maximalni dosazitelnd Urovenn expozice
dana fyzikalné-chemickymi vlastnostmi zkousené latky. Pfi provedeni
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akutni zkousky oralné¢ by davka pro limitni zkousku meéla byt alesponl
2 000 mg/kg.

Aplikace davek

Zkousena latka se podava pokusnym zvifatim denné, 7 dnli v tydnu, po
dobu alespon 28 dnti. Pouziti 5 denniho ddvkovaciho rezimu nebo kratsi
expozice je tfeba zdavodnit. Je-li latka podavéana prostfednictvim
zalude¢ni sondy, méla by se podéavat v jedné davce pomoci sondy nebo
vhodné intubacni kanyly. Maximalni mnozstvi tekutiny, které lze
jednorazové podavat, zavisi na velikosti pokusného zvifete. Objem by
nem¢l piekrocCit 1 ml/100 g té€lesné hmotnosti. V ptipad¢ vodnych roztoki
je v8ak mozné zvazit ipouziti az 2 ml/100 g télesné hmotnosti. Kromé
drazdivych nebo Zziravych latek, které pii vySSich koncentracich obvykle
vyvolaji prudké ucinky, by se mély zmény mnozstvi zkousené latky
minimalizovat upravenim koncentrace, aby se na vSech urovnich davek
zajistilo konstantni mnoZzstvi.

U latek podavanych prostiednictvim krmiva nebo pitné vody je velmi
dilezité zajistit, aby mnozstvi pouzité zkousené latky neovlivnilo
vyvazenost bézného krmiva nebo pifijmu vody. Je-li zkouSena latka
podavana v krmivu, je tfeba pouzivat bud’ konstantni dietni koncentrace
(v ppm), nebo konstantni urovné davky, pokud jde o télesnou hmotnost
pokusného zvifete. Pouziti jiné alternativy je tieba zdivodnit. U latky
podéavané prostfednictvim zalude¢ni sondy je tieba davku podavat kazdy
den piiblizné ve stejnou dobu a alespon jednou tydné je tfeba davku
prizpusobit tak, aby se udrzela konstantni urovenn davky vzhledem
k télesné hmotnosti pokusného zvifete. Provadi-li se studie opakovaného
podavani latky jako ptfedbézna studie pro dlouhodobou studii, mélo by byt
v obou studiich pouzivano stejné krmivo. Neni-li u akutni studie moznost
podavani davky v celku, je tfeba podavat davku po mensich ¢astech po
dobu, kterd by neméla piekrocit 24 h.

POZOROVANT
Cetnost pozorovani a zkousek

U studii s opakovanou davkou by doba pozorovani meéla pokryt celé
davkovaci obdobi. U studii akutni toxicity pozorovani pokracuje jesté
14 dnti po skonceni aplikace. U pokusnych zvitat v satelitnich skupinach,
ktera jsou v obdobi po skonceni aplikace chovana bez expozice, by
pozorovani mélo pokryt i toto obdobi.

Pozorovani je tfeba provadét dostatecné Casto, aby bylo mozné odhalit
jakékoli behavioralni nebo neurologické abnormality sco nejvetsi
pravdépodobnosti. Pozorovani se provadi denné, pokud mozno ve stejnou
dobu a s ptihlédnutim k dobé ocekdvaného maxima ucinku po podani
latky. Cetnost klinickych pozorovani a funkénich zkousek je shrnuta
v tabulce 13. Pokud kinetické nebo jiné udaje ziskané z piedchozich studii
naznacuji potiebu zvolit ¢asové body pozorovani nebo zkousek nebo
obdobi po skonceni pozorovani, je nutné zvolit takovy nahradni plan, na
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jehoz zakladé lze ziskat maximalni mnozstvi informaci. Zmény planu je
tieba zdlvodnit.

Pozorovani celkového zdravotniho stavu a mortality/morbidity

U vsech pokusnych zvitfat se alesponi jednou denné peclivé kontroluje
jejich zdravotni stav a nejméné dvakrat denné se provede prohlidka vSech
pokusnych zvitat za Gcelem zjiSténi morbidity a mortality.

Podrobna klinicka pozorovani

Podrobna klinickd pozorovani se provedou u vsSech pokusnych zvifat
vybranych k t¢émto Gcelim (viz tabulka 12) nejprve pied prvni expozici
(aby bylo mozné intraindividudlni srovnani) a poté v riznych intervalech
podle trvani studie (viz tabulka 13). Podrobna klinickd pozorovani u
satelitnich zotavovacich skupin se provedou na konci zotavovaciho
obdobi. Podrobn4 klinickd pozorovani se provadeji mimo chovnou klec ve
standardnim pozorovacim prostoru. Pozorovani se peclivé zaznamenaji
pomoci systéml hodnoceni, které zahrnuji kritéria nebo bodovaci stupnice
pro jednotliva meéfeni vramci pozorovani. Pouzivana kritéria nebo
stupnice musi byt explicitné¢ definovany zkuSebni laboratoti. Je tfeba dbat
na to, aby byly rozdily ve zkuSebnich podminkich co nejmensi (a
nesouvisely systematicky s aplikaci) a aby vySetieni provadély osoby,
které nejsou informovany o skuping, do které pokusné zvife patfi.

Doporucuje se provadét pozorovani strukturované, pricemz se u kazdého
pokusného zvitete pii kazdém pozorovani systematicky pouzivaji jasné
definovana kritéria (vcetné definice normalniho ,,rozpéti®). ,,Normalni
rozpéti“ je tfeba dostatecn¢ zdokumentovat. VSechny pozorované
pfiznaky se zaznamenaji. Je-li to mozné, zaznamend se rovnéz zavaznost
pozorovanych ptiznaka. Klinickd pozorovani zahrnuji kromé zmény kize,
srsti, o€i a sliznic, vyskyt sekretl a exkretlh a autonomnich funkei (slzeni,
zjezeni srsti, velikost zornic, nezvykly pribéh dychani nebo dychani usty,
nezvyklé ptiznaky moceni nebo defekace a zbarveni moci).

Zaznamenaji se rovnéz nezvyklé projevy, pokud jde o polohu téla, iroven
aktivity (napf. snizené nebo zvysené zkoumani standardniho pozorovaciho
prostoru) a koordinaci pohybu. Zaznamenaji se také zmény chtize (napf.
kolébani, ataxie), polohy (nahrbeni hibetu) a reakce na manipulaci,
umisténi a dals$i stimuly souvisejici s prostfedim, dale pritomnost
klonickych a tonickych pohybi, kie¢i nebo tfesu, stereotypli v chovani
(napf. nadmérného ¢isténi, nezvyklych pohybt hlavy nebo opakovaného
krouzeni) nebo zvlaStniho chovani (napf. kousani nebo nadmérného
olizovani, sebeposkozovani, pohybu pozpatku, vydavani zvukl) anebo
agresivity.

Funkcni zkousky

Podobné jako podrobna klinickd pozorovéni se u jednotlivych pokusnych
zvitat vybranych k témto ucelim provedou i funkéni zkousky — nejprve
pfed expozici a potom vicekrat po jejim provedeni (viz tabulka 12).



1.6.2

1.6.3

Cetnost funkéniho testovani zavisi rovnéz na trvani studie (viz
tabulka 13). Mimo dobu pozorovani stanovenou v tabulce 13 se provede
také funkéni pozorovani satelitni zotavovaci skupiny, a to tésné pred
planovanym utracenim. Funk¢éni zkousky zahrnuji reakce na razné
smyslové podnéty [napfi. sluchové, zrakové a dotykové (ptipadné taktilni)
podndty’], hodnoceni sily stisku™ a hodnoceni motorické aktivity’®.
Motoricka aktivita se méfi pomoci automatického pftistroje schopného
odhalit jak snizeni, tak 1 zvySeni této aktivity. Pokud se pouzije jiny
systém, mél by byt kvantitativni a je tieba prokazat jeho citlivost a
spolehlivost. Kazdy pfistroj je nutné otestovat, aby se zajistila jeho
spolehlivost po celé ¢asové obdobi a homogenita s ostatnimi pfistroji.
Dalsi podrobnosti o postupech, kterymi se lze fidit, jsou uvedeny
v prislusnych odkazech. Pokud neexistuji zadné udaje (naptf. udaje o
vztahu mezi strukturou a biologickou aktivitou, epidemiologické udaje,
jiné toxikologické studie), které¢ by ukazovaly na potencidlni neurotoxické
ucinky, je nutné za ucelem podrobnéjSiho vySetieni téchto moznych
ucinkd zvazit zaclenéni specializovanéjSich zkouSek smyslovych a
motorickych funkci nebo uceni a paméti. DalSi informace o
specializovangjSich  zkouSkdch a jejich pouzivani je uvedeno
v literature’™.

Ve vyjimecnych ptipadech lze pokusna zvitata vykazujici zndmky toxicity
v takové mife, kterd by vyznamné narusila provedeni funkcni zkousky,
ztéto zkousky vyradit. Vyfazeni téchto pokusnych zvifat z funkénich
zkousek je nutné zdivodnit.

Télesna hmotnost a spotieba krmiva a vody

U studii s délkou trvani do 90 dnii se vSechna pokusnd zvitata vazi
alespoil jednou tydné a kazdy tyden se rovnéz provadi méfeni spotieby
krmiva (méfeni spotieby vody se provadi tehdy, je-li zkousena latka
aplikovana prostfednictvim tohoto média). U dlouhodobych studii se
vSechna pokusna zvifata vazi alesponn jednou tydn¢ béhem prvnich
13 tydnd a poté alespon jednou za 4 tydny. Béhem prvnich 13 tydnl se
méfi spotfeba krmiva (métfeni spotieby vody se provadi tehdy, je-li
zkouSena latka aplikovéana prostfednictvim tohoto média) a poté ptiblizné
v tfimési¢nich intervalech, pokud si zmény zdravotniho stavu nebo zmény
télesné hmotnosti nevyzadaji jiny interval.

Oftalmologické vySetieni

U studii delSich nez 28 dnli se pted aplikaci zkouSené latky a pied
ukonc¢enim studie provede oftalmologické vysetieni pomoci oftalmoskopu
nebo jiného vhodného nastroje, a to nejlépe u vSech pokusnych zvifat,
alespont vSak u vSech pokusnych zvitat ze skupin s vysokou davkou a
z kontrolnich skupin. Pokud se zjisti zmény na ocich nebo pokud klinické
pfiznaky ukazuji na nutnost vySetieni o¢i, vySetii se vSechna pokusna
zvitata. U dlouhodobych studii se oftalmologické vySetieni provede ve
13. tydnu staii pokusnych zvifat. Oftalmologickd vySetfeni neni nutné
provadét tehdy, jsou-li jiz k dispozici tdaje zjinych podobné dlouhych
studii s podobnymi Grovnémi davek.



1.6.4

1.6.5

Hematologické a biochemické vySetieni

Pokud se studie neurotoxicity provadi v kombinaci se studii systémové
toxicity po opakované davce, provede se hematologické vySetfeni a
stanoveni klinickych biochemickych parametrti tak, jak je uvedeno
v pfislusné metod¢ studie systémové toxicity. Odebirani vzorkll se
provede tak, aby se minimalizovaly jakékoliv u¢inky na nervovy systém a
chovani.

Histopatologie

Neuropatologické vySetfeni se navrhne tak, aby doplnilo a rozsitilo
pozorovani provedenda vramci této studie béhem faze in vivo. Tkéné
alespoit 5 pokusnych zvitat kazdého pohlavi zkazdé skupiny (viz
tabulka 12 a dals$i odstavec) se fixuji in situ za pouziti obecné uznadvanych
perfuznich a fixa¢nich technik™. Zaznamenaji se jakékoliv vyrazné
zmény. Pokud se studie provadi jako samostatna studie neurotoxicity nebo
studie charakterizujici neurotoxické ucinky, lze pouzit zbytek pokusnych
zvifat bud ke specifickym neurobehavioralnim™, neuropatologickym’™,
neurochemick}'/m7a), nebo elektrofyziologickym7a) postuptim, které mohou
doplnit zde popsané postupy a vySetfeni, anebo zvysit poCet subjektt
vySetfovanych k histopatologickym ucelim. Tyto doplitkové postupy jsou
zvlasté uziteCné tehdy, pokud empirickd pozorovani nebo ocekavané
¢inky ukazuji na specificky typ nebo cilovou strukturu neurotoxicity’™.
Je také mozné zbytek pokusnych zvifat pouzit k béznym patologickym
hodnocenim, ktera jsou popsana v metod¢ studie po opakované davce.

U vsech tkanovych vzorka zalitych parafinem se provede bézny postup
barveni, napf. pomoci hematoxylinu a eosinu (H&E), a mikroskopické
vySetteni. Jsou-li pozorovany nebo existuje-li podezieni na piiznaky
periferni neuropatie, vySetii se vzorky perifernich nervii zalitych do
pryskyftic (voskil). Klinické piiznaky mohou rovnéz poukézat na dalsi
mista, kterd je nutné vysSetfit, nebo na nutnost pouzit specidlni postupy
barveni. Pokyny k urceni dalSich mist, ktera je tfeba vysetfit, 1ze nalézt
v literatufe™. K prokazani charakteristickych typti patologické zmény
miiZe piispét i odpovidajici specialni barveni’™.

U reprezentativnich fezl centralniho a periferniho nervového systému se
provede histologické vysetieni’. Mezi vySetiované oblasti obvykle patii:
pfedni mozek, stfedni Cast mozku, véetné fezu hippocampem, stfedni
mozek, mozecek, Varoliv most, prodlouzena micha, oko se zrakovym
nervem a sitnici, micha v oblasti cervikdlniho a lumbalniho zesileni,
dorsalni kofenovd ganglia, dorsdlni a ventrdlni kofenova vldkna,
proximalni ¢ast n. ischiadicus a proximalni ¢ast n. tibialis (v oblasti
kolena) a n tibialis z oblasti lytkového svalu. Rezy michy a perifernich
nervl by mély zahrnovat jak pti¢né, tak i podélné fezy. Pozornost je nutné
vénovat usporadani cév v oblasti nervového systému. Rovnéz se vysSetii
vzorky z kosterniho svalstva, a to zvlasté z lytkového svalu. Zvlastni
pozornost je nutné vénovat mistim s bunénou a vlaknitou strukturou a
tém strukturdm v oblasti CNS a PNS, o nichZ je zndmo, Ze na n¢ maji
neurotoxické latky velky vliv.



2.1

2.2

Informace o neuropatologickych zménéch, které obvyklé vyplyvaji
z expozice toxickym latkam, lze nalézt v literatufe’. Doporuduje se
postupné vysSetieni tkanovych vzorkl, pfi kterém se porovnaji nejprve
vzorky fezii ze skupiny s vysokou davkou se vzorky fezli z kontrolni
skupiny. Nejsou-li ve vzorcich ztéchto skupin zjistény zadné
neuropatologické zmény, neni tfeba provadét dalsi analyzu. Jsou-li
zjistény ve skupiné s vysokou davkou neuropatologické zmény, je tieba
nasledn¢ okodovat a vySetfit vzorky ze vSech potencialn¢ zasazenych
tkani ze skupin se stiedni a nizkou davkou.

Pokud je béhem kvalitativniho vySetfeni zjiSténa piitomnost
neuropatologickych zmén, provede se druhé vysetfeni vSech oblasti
nervového systému, které vykazuji tyto zmény. Okoduji se fezy ze vSech
davkovych skupin ze vSech potencidlné zasazenych oblasti a vySetii
v ndhodném potadi bez znalosti kodu. Zaznamena se ¢etnost a zdvaznost
vSech 1ézi. Po zhodnoceni vSech oblasti ze vSech davkovych skupin se kod
odkryje a provede se statisticka analyza za ucelem vyhodnoceni vztahu
davka-odezva. U kazdé 1éze se popisi ptiklady rliznych stupiiti zavaznosti.

Neuropatologické vysledky se vyhodnoti v kontextu s pozorovanim a
méfenim chovani a rovnéz spolu s dalSimi udaji z pfedchozich a
soubéznych studii systémové toxicity zkousené latky.

DATA

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Uvedou se jednotliva data. Data se shrnou do tabulky, pficemz se pro
kazdou experimentalni nebo kontrolni skupinu uvede pocet pokusnych
zvitat na zacatku zkousky, pocet pokusnych zvitat uhynulych v pribéhu
zkousky nebo pocet pokusnych zvitat utracenych z humannich divoda a
doba uhynuti nebo humanniho wutraceni, pocet pokusnych zvitat
vykazujicich ptiznaky toxicity, popis zjisténych ptiznakt toxicity, véetné
doby néstupu, trvani, typu a zavaznosti jakychkoliv piiznakid toxicity,
pocet pokusnych zvitat vykazujicich 1éze, véetné€ typu a zavaznosti 1éze
(1ézi).

HODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU

Vysledky studie je tfeba vyhodnotit z hlediska vyskytu, zdvaznosti a
korelace neurobehaviordlnich a neuropatologickych ucinkd (rovnéz i
neurochemickych nebo elektrofyziologickych uc€inkt, jsou-li provedena
dopliyjici vySetieni) a z hlediska dalSich zjisténych nepiiznivych uc¢inkt.
Je-1i to moZné, je tfeba vyhodnotit ¢iselné vysledky vhodnymi a obecné
uznavanymi statistickymi metodami. Statistické metody je tfeba zvolit
béhem plédnovani studie.



3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA
ZPRAVA

V souladu s piislusnymi pravnimi predpisy’'” musi byt zpracovan
projekt pokusu a o pritbéhu pokusu je nutno vést protokol.

3.1 Zpréava o prubéhu pokusu obsahuje tyto informace:
ZkouSena latka:

— fyzikdlni  vlastnosti ~ (vCetné¢  isomerie,  Cistoty a
fyzikéalné-chemickych vlastnosti),

— udaje o identitg.

Vehikulum (pokud bylo pouZzito):

— zdtvodnéni volby vehikula.

Pokusna zvifata:

— pouzité druhy a kmen,

— pocet, stafi a pohlavi pokusnych zvirat,

— puvod, podminky chovu, aklimatizace, krmivo atd.,

— hmotnost jednotlivych pokusnych zvitat na zacatku zkousky.
Zkusebni podminky:

— podrobnosti o Gpravé smesi zkousené latky ¢i ptripraveé krmiva,
dosazené koncentraci, stabilit¢ a homogenité ptipravku,

— specifikace aplikovanych déavek, v€etné podrobnosti o vehikulu,
objemu a fyzikalni formé aplikovaného materialu,

— podrobnosti o zptsobu aplikace zkousené latky,
— zdGvodnéni vybéru urovni davek,
— zdivodnéni zplsobu aplikace a trvani expozice,

— prepocet koncentrace zkousené latky v krmivu nebo pitné vodé
(ppm) na skutecnou denni davku v mg/kg télesné hmotnosti,

— podrobnosti o krmivu a kvalité vody.
Pozorovaci a zkusebni postupy:

— podrobnosti o pfifazeni pokusnych zvitat z jednotlivych skupin
do podskupin s perfuzi,



podrobnosti o systémech posuzovani, vcetné¢ kritérii a
posuzovacich stupnic pro jednotlivd méteni v ramci podrobnych
klinickych pozorovani,

podrobnosti o funk¢nich testech pro méfeni reakce rtznych
smyslovych organti na smyslové podnéty (napt. sluchové,
zrakové a dotykové), pro hodnoceni sily uchopu, motorické
aktivity (v€etn¢ podrobnosti o automatickych zafizenich pro
zjistovani aktivity) a dalsi pouzité postupy,

podrobnosti oftalmologickych vySetfeni, hematologickych a
biochemickych vysetfeni s piislusnymi vychozimi (normalnimi)
hodnotami,

podrobnosti 0 specifickych neurobehavioralnich,
neuropatologickych, neurochemickych nebo
elektrofyziologickych postupech.

Vysledky:

télesna hmotnost a jeji zmény, vetné télesné hmotnosti v dobé
utracenti,

spotfeba krmiva a ptipadné vody,

udaje o toxickych reakcich podle pohlavi a trovné davek,
vcetné popisu priznaki toxicity nebo mortality,

povaha, zdvaznost a trvani (doba nastupu a nasledny priub¢ch)
podrobnych klinickych nalezl (zda jsou vratné nebo nevratné),

podrobny popis vSech vysledkil funkénich testi,
pitevni nélezy,

podrobny popis vSech neurobehavioralnich, neuropatologickych
a neurochemickych nebo elektrofyziologickych vysledku, jsou-
li k dispozici,

udaje o absorpci a metabolismu, jsou-li k dispozici,

statistické vyhodnoceni vysledkt, kde je to mozné.

Diskuse a interpretace vysledku.

— informace o zavislosti u¢inku na davce,

— vyznam jakychkoliv dalSich toxickych ucinkli pro zavéry

tykajici se neurotoxického potencialu zkouSené chemické latky,

— davkova uroven bez pozorovatelnych nepfiznivych ucinkd

(NOAEL),



— je zadouci uvést konkrétni vyjadieni o celkové neurotoxicité
zkousené chemické latky.

Zavery.



Tabulka 12:

Minimalni pocet pokusnych zvifat na skupinu, provadi-li se studie neurotoxicity samostatné nebo v kombinaci s dalSimi studiemi

TYP PROVEDENE STUDIE NEUROTOXICITY:

Samostatna studie

Kombinovana studie
s 28 denni studii

Kombinovana studie
s 90 denni studii

Kombinovana studie se
studii chronické
toxicity

Pocet pokusnych zvifat na skupinu

10 samct a 10 samic

10 samct a 10 samic

15 samct a 15 samic

25 samcu a 25 samic

Pocet pokusnych zvitat vybranych
k funkénimu  testovani, véetné
podrobnych klinickych pozorovani

10 samct a 10 samic

10 samct a 10 samic

10 samct a 10 samic

10 samct a 10 samic

Pocet pokusnych zvitat vybranych
k perfuzi in situ a
neurohistopatologickému vySetfeni

5 samcu a 5 samic

5 samcu a 5 samic

5 samcu a 5 samic

5 samcu a 5 samic

Pocet pokusnych zvifat vybranych
k pozorovani toxicity po opakované
davce subchronické/chronické,
k hematologickému vySetieni,
klinickému biochemickému
vySetieni, k histopatologickému
vySetfeni atd., jak je wuvedeno
v prislusnych Doporucenich

5 samcu a 5 samic

10 samci” a 10 samic’

20 samci’ a 20 samic

Ptipadné dopliujici pozorovani

5 samcu a 5 samic

¥

Zahrnuto je pét pokusnych zvitat vybranych k funkénimu testovani a podrobnému klinickému pozorovani jako soucast studie neurotoxicity



Tabulka 13:

Cetnost klinickych pozorovini a funkénich testi

Délka studie
Typ pozorovani
akutni 28 denni 90 denni chronicka
U vsech pokusnych | Celkovy  zdravotni | Denné Denné Denné Denné
zvitat stav
Mortalita/morbidita Dvakrat denné Dvakrat denné Dvakrat denné Dvakrat denné
U vsech pokusnych | Podrobnd  klinickd | — pfed prvni expozici | —  pied prvni | —  pied prvni | — pfed prvni expozici
ifat branych | pozorovani . expozici expozici . .
zvitat  vybrany pozorov — vpribéhu 8h po xpoz xpoz — jednou na  konci
k funkénim e . L P . < . <ot
g podani davky | —  potéjednou tydné | — jednou béhem prvniho mésice
pozorovanim N . .
v dobé prvniho nebo expozice
odhadovaného druhého tydne 1w 1x e s
el . — poté kazdé tfi mésice
nejvyssiho ucinku expozice
— 7. a 14. den po —  poté mésicné
skonceni davkovani
Funk¢ni testy — pted prvni expozici | —  pfed prvni | —  pfed prvni | — pfed prvni expozici
. expozici expozici . .
— vpriabéhu 8h po P P — jednou na  konci
podani davky | — béhem  &étvrtého | —  jednou béhem prvniho meésice
v dobé tydne aplikace co prvniho nebo expozice
odhadovaného nejblize ke konci druhého tydne 1 1w v
ke , . . — poté kazdé tii mésice
nejvyssiho ucinku obdobi expozice expozice
— 7. a 14. den po —  poté mési¢né
skonceni davkovani




